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(57) Abstract 



The invention concerns a therapeutic composition comprising (i) at least one antigen or at least one in vivo generator for generating 
a compound comprising an amino acid sequence, and (ii) at least one adjuvant, characterized in that the adjuvant comprises at least one 
pharmaceutically accq}table salt which is soluble in water, said salt comprising an organic anion and a metallic cation. The invention 
further concerns the use of a pharmaceutically acceptable soluble salt of this type for preparing a therapeutic composition. 



(57) Abr^g^ 

Une composition thdrapeutique comprcnant (i) au moins un antigine ou au motns un g6n£rateur in vivo d*un compost comprenant une 
sequence d*acides amin^ et (ii) au moins un adjuvant, caract£ris6e en ce que ledit adjuvant consiste en au moins un sel phannaccutiquemcnt 
acceptable et soluble dans I'eau, ledit sel 6tant consticu6 d'un anion organique et d'un cation m6tallique. L*utilisation d*un tcl sel 
pharmaceutiquement acceptable et soluble pour la preparation d*une composition th6rapeutique. 
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Composition therapeutioue comprenant un antiqene ou un aenerateur in vivo 
d'un compose comprenant une sequence d'acides amines. 

La pr6sente invention concerne une composition therapeutique 
comprenant au moins un antigene, notamment un ahtigene d'origine virale, 
5 bacterienne ou parasitaire ou au moins un generateur in vivo d'un compose 
comprenant une sequer>ce d'acides animes, et au moins un adjuvant. Selon un 
autre aspect de {'invention, celie-ci concerne rutilisation nouvelle d*un sel 
phamnaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau en tant qu'adjuvant. 

L'utitisation d'adjuvants dans des compositions therapeutiques du 

10 type vaccin est connue depuis iongtemps. Ces adjuvants ont pour objet 
principal de permettre i'augmentation de la reponse immunitaire specifique. 

Ces adjuvants sont de nature diverse, lis peuvent par exemple 
consister en des liposomes, des phases huileuses, par exemple du type 
adjuvants de Freund, generalement utilisees sous forme d'une emulsion avec 

15 une phase aqueuse. ou, de maniere plus courante, en des sels mineraux 
insolubles dans Teau. Ces sels min6raux peuvent consister par exemple en 
Thydroxyde d'aluminium, le sulfate de zinc. Thydroxyde de fer colloidal, le 
phosphate de calcium ou le chlorure de calcium. L'hydroxyde d'aluminium 
(AI(0H)3) est {'adjuvant le plus couramment utilise. Ces adjuvants sont decrits 

20 notamment dans I'article de Rajesh K. Gupta et al "Adjuvants, balance 
between toxicity and adjuvanticity". Vaccine, vol. 11, Issue 3. 1993, pages 
993-306. 

Les adjuvants mentionnes ci-dessus presentent I'inconvenient 
d*une efficacite limitee. Par ailleurs, ils peuvent induire une certaine toxicite vis 

25 a vis des sujets traites. Plus particulierement, lorsque ces compositions 
therapeutiques sont injectees, on observe la formation de lesions et d'autres 
reactions locales telles que des granulomas au niveau du point d'injection. Ces 
inconvenients sont moins fortement marques lorsque Tadjuvant est l'hydroxyde 
d'aluminium. C'est pourquoi ce demier compose est I'un des adjuvants les plus 

30 couramment utilises. Cependant, depuis peu, tous les composes a base 
d'aluminium et par consequent l'hydroxyde d'aluminium sont suspectes d'etre 
un facteur favorisant I'apparition de certaines maladies, telles des 
dysfonctionnements renaux ou la n^ladie d'Alzheimer. En outre, il est connu 
que l'hydroxyde d'aluminium n'induit efficacement qu'une immunite humorale. 

35 et non une immunite cellulaire. 
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Un premier objet de ['invention consiste en des compositions 
therapeutiques comprenant un adjuvant permettant une augmentation de la 
reponse immune au moins egale a celle conferee par I'hydroxyde d*aluminium, 
sans engendrer de lesions ou de reactions locales du type granulomes et qui 
5 ne soit pas suceptible de favoriser I'apparition de maladies chez le sujet traite. 

Dans le cadre de la presente invention, la reponse Immune dont 
Taugmentation est favorisee par I'adjuvant est une reponse specifique qui 
s'exerce vis-a-vis de la substance immunisante. 

Selon un autre aspect, invention a pour objet une composition 
thercipeutique comprenant un adjuvant induisant efficacement aussi bien une 
immunite cellulaire qu'une immunite humorale. 

Selon encore un autre aspect, invention conceme I'utilisation de 
nouveaux adjuvants pour la preparation d*une composition therapeutique, 

Selon encore un autre aspect, Tinvention conceme de nouvelles 
compositions adjuvantes utiles pour la preparation de compositions 
therapeutiques. 

La presente invention conceme ainsi une composition 
therapeutique comprenant (I) au moins un antigene ou au moins un generateur 
in vivo d'un compose comprenant une sequence d*acides amines et (ii) au 
moins un adjuvant, caracterisee en ce que ledit adjuvant consiste en au moins 
un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau, ledit set etant 
constitue d'un anion organique et d'un cation metallique choisi dans le groupe 
cor^titue par le manganese, le calcium et le zinc. 

Le manganese est un metal tout particulierement prefere dans le 
cadre de la presente invention. II a en effet ete constate que les sels 
pharmaceutiquement acceptables et solubles dans I'eau selon I'invention 
comprenant un cation Mn2+ permettaient I'induction d'une reponse immune 
particulierement importante. tout en presentant une toxicite faible. 

Un sel soluble dans Teau, au sens de la presente invention, peut 
etre tel que sa solubilite dans I'eau est superieure ou egale a 10g/l, de 
preference comprise entre 10 et 2000 g/1. 

L'anion organique constitutif dudit sel pharmaceutiquement 
acceptable est avantageusement un anion d'un compose comprenant au 
moins un groupe fonctionnel oxygene, de preference un groupe phosphorique 
-PO4 H2 ou un groupe carboxylique -COOH. 
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L'acide glycerophosphorique est un anion a groupe phosphorique 

prefers. 

Les anions comprenant au moins un groupe cartwxylique preferes 
sont derives de composes choisis parmi : 
5 - les OSes acides, de preference les oses acides ayant de 5 a 7 

atomes de carbone, plus preferentiellement ceux ayant 6 ou 7 atomes de 
carbone, 

- les acides mono ou polycarboxyliques, 

- les acides amines. 

10 Les acides mono ou polycarboxyliques preferes sont Tacide 

fumarique et les composes de formule (I) : 

R' 

I 

R-(CH2)s - (COH)t - (CH2)u - COOH (I) 
15 ou : R represente COOH, CH3 CO. CH3 ou CH2OH. 
R' represente H ou COOH 

et s, t et u, identtques ou differents sont compris entre O et 3. 
Des composes de formule (I) preferes sont l'acide acetique. l'acide 
iactique, l'acide tartrique, l'acide malique. l'acide citrique ou l'acide pyruvique. 

20 Au sens de la presente invention, un ose acide consiste en un ose 

comprenant au moins une fonction carboxylique, un ose etant un glucide 
constitue par les sucres reducteurs. Ces oses acides sont avantageusement 
des derives d'aldoses, obtenus par oxydation de la fonction alcool primaire ou 
de la fonction aldehydique en fonction carboxylique. De tels composes 

25 peuvent tout particulierement consister en l'acide gluconique, l'acide 
glucuronique. l'acide fructoheptonique, l'acide gluconoheptonique, l'acide 
glucoheptonique. Lorsque I'anion organique est derive d'un acide amine, cet 
acide amine peut etre un acide a-amine tel l'acide glutamique. la methionine 
et, tout particulierement, l'acide aspartique. 

30 Un sel pharmaceutiquement acceptable, soluble dans Teau selon 

rinvention peut comprendre un cation divalent tel que defini precedemment, 
associe a un anion organique ou a plusieurs anions organiques de nature 
differente. Ainsi. a titre d'exemple. un cation divalent tel le cation du calcium 
peut etre associe a un anion derive de l'acide gluconoheptonique et un anion 

35 derive de l'acide gluconique. 
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Un adjuvant soluble dans I'eau tout particulierement prefere dans le 
cadre de la presente invention consiste en le gluconate de manganese. 

Une composition therapeutique selon la presente invention peut 
comprendre entre 0.01 et 1000 mg/ml, de preference entre 0,1 et 150 mg/ml 
5 d'un adjuvant tel que defini ci-dessus. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut etre preparee 
par simple melange d'une suspension aqueuse contenant Tantigene ou ledit 
generateur in vivo avec une solution aqueuse du sel d6fini ci-dessus. 

La composition therapeutique selon {'invention, outre Tadjuvant 

10 consistant en un sel pharmaceutiquement acceptable soluble dans I'eau, tel 
que defini ci-dessus. peut egalement comprendre un adjuvant huileux. Dans 
un tel cas, la composition therapeutique selon invention se presente 
avantageusement sous la forme d'une emulsion associant au moins une 
phase aqueuse et au moins une phase huile. 

15 Cette emulsion peut etre du type eau dans huile (E/H). ou, 

prerentiellement du type huile dans eau (H/E), eau dans huile dans eau 
(E/H/E) ou microemulsion. Une telle emulsion peut etre preparee selon les 
methodes classiques de preparation d'une emulsion, notamment selon les 
procedes decrits dans les demandes de brevets EP-A-4a9.181 et EP-A- 

20 481.982. Ainsi, on peut emulsionner sous agitation Thuile constitutive de la 
phase huile avec la phase aqueuse constituee d'une solution ou d'une 
suspension aqueuse contenant I'antigene . 

Une emulsion selon I'invention peut comporter. en poids, de 0,5 % 
a 99,5% de phase huile pour 99,5% a 0,5% de phase aqueuse. de 

25 preference, de 5 a 95 % de phase huile pour 95 a 5 % de phase aqueuse et. 
plus preferentiellement, de 25 a 75 % de phase huile pour 75 a 25 % de phase 
aqueuse. Uemulston doit etre stable de preference pendant au moins 12 mois 
quand elle est stockee a 4*C. 

L'adjuvant huileux peut etre une huile minerale, une huile non 

30 minerale ou un melange d'une huile minerale et d'une huile non minerale. 
Lesdites huiles minerales peuvent etre naturelles ou synthetiques. Lesdites 
huiles non minerales peuvent etre d'origine vegetale, animate ou synthetique. 
Avantageusement. les huiles non minerales sont metabolisables, Toutes ces 
huiles sont depourvues d'effets toxiques a I'egard de I'organisme hole chez 

35 lequel la composition de invention est administree. Elles sont de preference 
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liquides a la temperature de stockage (environ +4*C) ou, au moins, pemiettent 
de donner des emulsions liquides a cette temperature. Une huile minerale 
avantageuse selon I'invention peut consister en une huile comprenant une 
chaine carbonee lineaire ayant un nombre d'atomes de carbone de preference 
5 superieur a 16, et exempte de composes aromatiques, De telles huiles 
peuvent etre par exemple celles commercialis6es sous la designation 
•MARCOL 52" (produit par Esso France) ou "DRAKEOL 6VR" (produite par 
Penreco USA). 

A titre d'huiles non minerales synthetiques, on peut citer les 

10 polyisobutenes. les polyisoprop6nes. les esters rfalcools et d'acides gras, tels 
que. par exemple, I'oleate d'ethyle, le myristate disopropyle, les mono, di ou 
triglycerides, les esters de propylene glycol, les glycerides partiels, tels les 
glycerides d'huile de mals comme ceux commercialises par la societe SEPPIC 
sous la designation LANOL TM, la maisine ou Toleate d'oleyle. Parmi les 

15 huiles vegetales, on peut citer des huiles insaturees riches en acide oleique 
qui sont biodegradables. par exemple les huiles d'arachide, d'olive, de 
sesame, de soja ou de germes de bie. 

Les huiles animales peuvent consister notamment en le squalene, 
le squalane ou Thuile de spermaceti. 

20 Par ailleurs, la composition therapeutique selon llnvention, quand 

elle se presente sous forme d'une emulsion telle que definie plus haut, peut 
egalement avantageusement comporter un ou plusieurs agents tensioactifs. 
Ce demier presente un caractere lipophile ou hydrophile caracterise par une 
valeur HLB (hydrophile-lipophile-balance) comprise entre 1 et 19. 

25 Un tel tensioactif peut consister en : 

* un alkylpolyglycoside ou un melange d'alkylpolyglycosides de 
formule Ra-(0)- Zn ou Ra represente un radical aliphatique sature, lineraire 
ou ramifie. comprenant de 4 a 24 atomes de carbone, de preference de 8 a 22 
atomes de carbone, Z est le reste d'un sucre, de preference le glucose et n est 

30 compris entre 1 et 5, de preference entre 1 ,1 et 2, 

* les saponines, 

* les lecithines. 

* les alcanols polyoxyethyles, tels ceux commercialises sous la 
designation BRIJ par la societe ICI, 
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* les polymeres comprenant des blocs polyoxy6thylenes et 
polyoxypropylenes, tels ceux commercialises sous la designation 
PLURONICS par la societe BASF. 

Des tensloactifs particulierement preferes sont les esters de 
5 polyethyleneglycol, obtenus par condensation d'un acide gras, notamment un 
acide gras liquide a 20*C. avec un polyethyleneglycol de poids moleculaire 
compris entre 80 et 2000 ; un tel tensioactif est commercialise par la Societe 
SEPPIC sous la marque SIMULSOL 2599. 

Un autre agent tensioactif prefer^ dans ie cadre de la presente 
10 invention consiste en un ester obtenu par condensation d'un acide gras. 
avantageusement un acide gras liquide a 20*C, avec un sucre. Ie sorbitol ou 
du glycerol. Ledit sucre peut consister en Ie glucose. Ie saccharose ou, de 
preference, Ie mannitoL A titre d'ester de mannitol particulierement prefere, on 
peut citer des oleates de mannitol obtenus par anhydrisation de la chaine 
1 5 carbonee polyhydroxylee du mannitol qui se cyclise en 1 -4 ou en 2-6. 

Des derives de ces esters de sucre de polyethyleneglycole. de 
sorbitol ou de glycerol peuvent etre egalement mis en oeuvre. Ces derives 
presentent une hydrophilie modifiee notamment par greffage de fonctions 
hydrophiles telles alcool, polyol, oxyde d'ethyldne, oxyde de propylene, acide 
20 carboxylique, amine, ou amide. De tels derives peuvent par exemple 
consister en les esters gras de sorbitanne polyoxyethyles, tels les TWEEN 
(conf. rintemational cosmetic Ingredient Dictionary, S^^ed., 1993), 
Un autre type de tensioactif prefere consiste en les huiles vegetales ethoxyles. 
telles que, par exemple. Itiuile de ricin ethoxylee. cette huile etant hydrogenee 
25 ou non, 

Un agent tensioactif selon I'invention est de preference 
pharmaceutiquement acceptable pour un usage en injectable ; il doit etre 
notamment depourvu de metaux lourds et presenter des indices d'acides ou 
de peroxydes tres faibles. II est egalement souhaitable qu*il satisfasse les 
30 normes de tests d'innocuites tel que par exemple, ceux decrits par S.S. Beriin, 
Annates of Allergy, 1962, 2Q. 473 ou les tests de toxicite anormale decrits 
dans la pharmacopee europeenne, Preferentiellement, I'agent tensioactif est 
associe a I'adjuvant huileux avant fomiation de Temulsion. 
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La concentration en Tagent tensioactif dans la composition 
therapeutique peut etre comprise entre 0,01 et 500 mg/ml, de preference entre 
0,1 et 200 mg/ml. 

Des huiies associees avec un agent tensioactif (ester de mannitol) 
5 convenant tout particulierement dans le cadre de ia presente invention sont 
celles commercialisees par la Societe SEPPIC sous la marque 
•MONTANIDE", La nature de ces huiies, le type d'emulsion qu'elles pennettent 
d'obtenir et les caracteristiques(viscosite et conductivite) de ces 
emulsions figurent dans le tableau 1 ci-apres : 



Tableau 1 : 



tr 


Norn commercial 


Huile/esters 
de mannitol 


Type de 
I'emulsion 


f 1 ICldU 

aqueuse/ 
emulsion 
(% en 
poids) 


Viscosity 
(mPa,s) 


k^onuuc— 
tivile k 
25'C 

(MS.cm-^) 


1 


MONTANIDE 
ISA 25 


Min^rale 


H/E 


75% 


20 


5000 


2 


MOr^ANIDE 
ISA25A 


MinSraie 4 
avridine 


H/E 


75% 


20 


5000 


3 


MONTANIDE 
ISA 28 


Min^rale + 

ot^ate 

d'ethyle 


H/E 


75 % 


25 


1000 


4 


MONTANIDE 
ISA 206 


Minerale 


E/H/E 


50% 


50 


1000 


5 


MONTANIDE 
ISA 50 


Min^rale 


EM 


50% 


200 


1 


6 


MONTANIDE 
ISA 708 


VegStale 


EM 


30% 


70 


1 



* Avridine = N,N-dioctadecyl-N' . N -bis-(2-hydroxyethyl)-propanediamine. 



L'adjuvant huileux peut encore consister en une huile auto- 
15 emulsionnable. c'est-a-dire une preparation huileuse capable de former une 
emulsion stable avec une phase aqueuse. pratiquement sar^ apport d'energie. 
par exemple par dispersion dans la phase aqueuse par agitation mecanique 
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lente. A ce titre. on peut citer des huiles auto-emulsionnables telles que celles 
connues dans la pharmacopee europeenne sous les designations Labrafil et 
Simulsol, Ces huiles sont des glycerides polyglycoses, 

Des huiles auto-emulsionnables preferees sont celles decrites 
5 dans la demande de brevet frangais N* 9500497 deposee le 18 Janvier 1995, 
au nom de la Demanderesse, intitulee "utilisation d'esters d'acides gras 
ethoxyles comme composants auto-emulsionnables notamment utiles pour la 
preparation de compositions phytosanitaires ou de medicaments a usage 
veterinaire ou humain", dont reference est integree a la presente description. 
10 Ces huiles consistent en des esters d'acides gras ethoxyles repondant a I'une 
des formules suivantes : 



15 



(III) 



20 (IV) 



(" ') R— C-[o— CH^- ORj 
O 



o 

II 



o o 

R— C-[0— CH,-a^O-R,-OT"R,-0-^ 



o-[cH,— av§-c-R, 



^ o 

dans lesquelles : 

25 -Ri, R3. R5, Re. Rs et Rio representent une chame 

hydrocarbonee, lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee ayant de 5 a 
30 atomes de carbone ; 

- R2. R4. R7 et Rg representent une chame hydrocarbonee. 
lineaire ou ramifiee, saturee ou insaturee ayant de 1 a 5 atomes de carbone; 

30 le nombre total de molecules d'oxyde d'ethylene respectivement 

represente dans les formules 11. Ill et IV precitees par k. l+m, n+p+q, etant un 
nombre entier tel que la vaieur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
composes soit comprise entre environ 4 et environ 10, de preference entre 
environ 5 et environ 9. 
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R-| est de preference choisi parmi les restes des acides palmitique, 
stearique. ricinoleique, oleique, linoleique et linolenique et R2 represente un 
radical methyle et k est un nombre entier compris entre 1 et 5, de preference 
egai a 2. et par ailleurs, les esters d'acides gras ethoxyles de formule III 
5 preferes sont ceux ou : 

(i) - Rq. Rs et Rio represented des chaines hydrocarbonees ayant 
de 16 a 22 atomes de carbone correspondant notamment aux chaines 
grasses de Thuile de colza, de mats, de soja, d'arachide et de noyaux 
d'abricots, 

0 - R7 et Rg representent un groupe methylene CH2 ; 

- n, p, q representent des nombres entiers teis que leur somme soit 
comprise entre 3 et 30, et de preference egale a 20 ; ou 

(ii) - Re. Rs et R10 representent des chaines hydrocartx)nees 
con-espondant aux chaines grasses de I'huiie de ricin ; 

5 - R7 et Rg representent un radical methylene CH2 ; 

- n. p, q representent des nombres entiers tels que leur somme soit 
comprise entre 5 et 7. 

La concentration en huile auto-emulsionnable dans la composition 
therapeutique selon Tinvention peut etre comprise entre environ 5 et 700 g/1, 
[) de preference entre environ 10 et 500 g/l. 

Outre la phase huile et la phase aqueuse. la composition selon 
I'invention peut comporter un agent stimulant immunitaire conventionnel tel 
TAvridine®, soit la N,N-dioctadecyl-N\N' - bis (2-hydroxyethyl) 
propanediamine, les derives du MDP (muramyl dipeptide) notamment le 
5 threonyl-MDP, les derives de I'acide mycolique ou les derives du Upide A. 

La composition therapeutique selon I'invention peut comprendre 
encore un ou plusieurs agents tensioactifs, en I'absence de tout adjuvant 
huileux. 

La composition therapeutique se presente alors sous la forme d'une 
) solution micellaire. Celle-cl peut etre preparee par simple melange de I'agent 
tensioactif avec une dispersion dans I'eau de Tantigene ou du generateur 
d'antigene in vivo. 

L'agent tensioactif peut etre choisi parmi les agents tensioactifs 
decrlts plus haut, en association avec un adjuvant huileux. 
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Ladite solution micellaire peut comporter de 0,5 a 500 mg/ml, de 
preference de 1 a 250 mg/ml en agent tensioactif, 

Une composition therapeutique selon la presente invention peut 
comprendre un antigene tel qu'un virus, un micro-organisme. plus 
5 particulierement une bacterie ou un parasite, ou un compos6 comprenant une 
chalne peptidique. Un tel compose peut consister en une proteine ou une 
glycoproteine, notamment une proteine ou une glycoprot6ine issues d'un 
micro-organisme, un peptide synthetique ou une proteine ou un peptide issu 
du genie genetique. Lesdits virus et micro-organisme peuvent Stre totalement 
10 inactives ou vivants attenues. A titre de virus pouvant constituer un antigene 
selon la presente invention, on peut citer le virus de la rage, les virus 
Aujeszky. Influenzae, le virus de la fievre aphteuse ou les VIH. A titre de 
micro-organisme du type bacterien pouvant constituer un antigene selon la 
presente invention, on peut citer E. coli et ceux des genres Pasteurella, 
15 Furonculosis, Vibriosis. Staphylococcus.et Streptococcus. A titre de parasite, 
on peut citer ceux des genres Trypanosoma. Plasmodium et Leishmania, 

Une composition therapeutique selon invention comprend une 
concentration en antigene qui depend de la nature de cet antigene et de la 
nature du sujet traite. II est toutefois particulierement remarquable qu'un 
20 adjuvant selon llnvention, associe ou non a un adjuvant huileux et/ou un agent 
tensioactif tels que definis plus haut, permet de diminuer d'une fagon notable 
la dose habituelle d'antigene requise. La concentration adequate d'antigene 
peut etre determinee de maniere classique par Thomme du metier. 
Generalement, cette dose est de I'ordre de 0.1^g/ml a Ig/ml plus 
25 generalement comprise entre 1 a \ig/m\ et lOOmg/ml. 

Une composition therapeutique selon invention peut aussi 
comprendre un generateur in vivo d'un compose comprenant une sequence 
d'acides amines, c'est-a-dire un compose biologique capable tfexprimer un 
tel compose dans I'organisme hote dans lequel on a introduit ledit generateur 
30 in vivo. Le compose comprenant la sequence d'acides amines, peut etre une 
proteine. un peptide ou une glycoproteine. 

Ces generateurs in vivo sont generalement obtenus par des 
precedes issus du genie genetique. 

Plus particulierement, ils peuvent consister en des micro- 
35 organismes vivants. generalement un virus, jouant le role de vecteur 
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recombinant, dans lequel est insere une sequence nucleotidique, notamment 
un gene exogene. Ces composes sont connus en tant que tels et utilises 
notamment comme vaccin sous unitaire recombinant . 

A cet egard, on peut se referer h I'Article de M. ELOIT et al.. 
5 Journal of virology (1990) 71, 2925-2431. a la demande Internationale WO- 
A-91,00107 ou a la demande Internationale WO-A-94/16681. 

Avantageusement, le micro-organisme constitutif d'un vaccin 
sous-unitaire recombinant est un virus recombinant non enveloppe, par 
exemple choisi parmi les adenovirus, le virus de la vaccine, le canarypox 
10 virus, les herpes virus ou les baculovims. Le gene exogene insere dans le 
micro-organisme peut etre, par exemple, issu d'un virus Aujeszky ou HIV. 

Les generateurs in vivo selon I'invention peuvent aussi consister en 
un plasmide recombinant comprenant une sequence nucleotidique exogene, 
capable d'exprimer dans un organisme bote un compose comprenant une 
15 sequence d'acides amines, De tels plasmides recombinants et leur mode 
rfadministration dans un organisme hote ont ete decrits en 1990, par Lin et al., 
circulation 82:2217.2221 ; COX et al.. J. of Virol, SepL 1993. 67. 9, 5664-5667 
et dans la demande intemationale WO/FR 95/00345 du 21 Mars 1995, au nom 
de la demanderesse, intitulee "Une composition comprenant un plasmide 
20 recombinant et ses utilisations comme vaccin et medicament". 

Selon la nature de la sequence nucleotidique comprise dans le 
generateur in vivo, le compose comprenant la sequence d'acides amines qui 
est exprime au sein de I'organisme hote, peut : 

(i) etre un antigene, et permettre le declenchement d'une reaction 

25 immune. 

(ii) avoir une action curative vis-a-vis d'une maladie. 
essentiellement une maladie d'ordre fonctionnel. qui s'est declenchee chez 
I'organisme hote, Dans ce cas. le generateur in vivo permet un traitement 
therapeutique de I'hote. du type therapie genique. 

30 A titre d'exemple. une telle action curative peut consister en une 

synthese par le generateur in vivo de cytokine, comme les interleukines, 
notamment Tinterieukine 2. Celles-ci permettent le declenchement ou le 
renforcement d'une reaction immune visant a I'elimination selective des 
cellules cancereuses. 




La concentration en ledit generateur in vivo dans la composition 
therapeutique selon I'invention depend, la encore, notamment de la nature 
dudit generateur et de I'hote dans lequel il est adminlstre. Cette concentration 
peut etre als6ment determin6e par I'homme du metier, sur la base 
5 d'experiences de routine. 

A titre indicatif, on peut toutefois preciser que lorsque le generateur 
in vivo est un microorganisme recombinant, sa concentration dans la 
composition therapeutique selon I'invention peut Stre comprise entre 1o2 et 
10l5 microorganismes/ml. de preference entre 105 et 10^2 
10 microorganismes/ml. 

Lorsque le generateur in vivo est un plasmide recombinant, sa 
concentration dans la composition therapeutique selon I'invention peut etre 
comprise entre 0.01 et 100 g/l. 

Une composition therapeutique selon I'invention peut etre utiiisee 
15 comme medicament preventif ou curatif. Selon la nature de I'antigene ou du 
generateur in vivo, une composition therapeutique selon llnvention peut etre 
administree a des poissons. des crustaces tels les crevettes. des volallles 
notamment, des oies, des dindes, des pigeons et des poulets. aux canldes 
tels ie chien, aux felides tels le chat, aux pores, aux primates, aux bovides. 
20 aux ovides et aux chevaux. La composition therapeutique selon I'invention 
comprenant un sel pharmaceutiquement acceptable soluble dans I'eau tel que 
defini ci-dessus. peut etre egalement administree a I'homme. L'administration 
de la composition therapeutique peut se faire de maniere classique. 
notamment par injection sous-cutanee, intramusculaire ou intraperitoneale par 
25 voie orale ou par voie mucosale. 

Selon un autre aspect de I'invention. celle-ci consiste en I'utilisation 
d'un adjuvant consistant en un sel pharmaceutiquement acceptable soluble 
dans I'eau tel que defini ci-dessus pour la preparation d'un vaccin destine a la 
prevention ou au traitement d'une maladie infectieuse. notamment une 
30 maladie infectieuse engendree par un virus ou un micro-organisme tels ceux 
mentionnes plus haut. 

Selon un autre aspect de I'invention. celle-ci consiste en I'utilisation 
d'un sel parmaceutlquement acceptable soluble dans I'eau pour la preparation 
d'une compositon therapeutique destine a soigner une maladie d'ordre 
35 fonctionnelle. telle le cancer ou la mucoviscidose . 
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Dans rune ou I'autre de ces utilisations, ledit sel 
pharmaceutiquement acceptable peut etre associe a Tun au moins d'un 
adjuvant huileux, rfune agent tensioactif ou rfun adjuvant huileux lui-meme 
associe a un agent tensioactif ; ces adjuvants huileux et tensloactifs etant tels 
5 que definis plus haut. 

Des compositions adjuvantes comprenant ledit sel 
phamiaceutiquement acceptable et Tadjuvant huileux et/ou les tensioactifs 
precites constituent encore un autre aspect de llnvention, Le cas echeant. ces 
compositions adjuvantes comprennent au moins une phase aqueuse. 

0 Dans ce demier cas, les compositions adjuvantes selon I'invention, 
comprenant au moins un adjuvant huileux. et, le cas echeant, un tensioactif, 
peuvent se presenter sous la forme d*une emulsion. Cette demiere peut etre 
du type E/H. H/E, E/H/E ou microemulsion. 

Ces emulsions peuvent comprendre en poids, de 0,5 % a 99.5 % 
5 de phase huile pour 99,5 % a 0.5 % de phase aqueuse, de preference, de 5 a 
95 % de phase huile pour 95 a 5 % de phase aqueuse et. plus 
preferentiellement. de 25 a 75 % de phase huile pour 75 a 25 % de phase 
aqueuse. 

Le cas echeant. elles peuvent comprendre de 0,01 a 500 mg/ml, de 
3 preference de 0,1 a 200 mg/ml d'au moins un tensioactif. 

Lorsque la composition adjuvante selon invention ne comprend, 
outre le sel pharmaceutiquement acceptable et une phase aqueuse, qu'un ou 
plusieurs tensioactifs, elle se presente alors sous la forme d*une solution 
micellaire. La teneur en tensioactif de cette solution micellaire peut etre 
) comprise entre 0,01 et 900 mg/ml, de preference entre 1 et 250 mg/ml. 

Une composition adjuvante selon I'invention comprend 
habituellement de 0,02 a 3000 mg/ml, de preference 0.1 h 1000 mg/ml, plus 
preferentiellement de 0.1 a 150 mg/ml d'un sel pharmaceutiquement 
acceptable selon I'invention. 

1 Ces compositions adjuvantes sont utiles pour preparer les 
compositions therapeutiques selon I'invention. 

Ces demieres peuvent alors etre preparees par simple melange de 
la composition adjuvante avec une composition comprenant un antigene ou un 
generateur in vivo d'un compose comprenant une sequence d'acides amines. 
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Uinvention sera mieux comprise au regard des exemples et des 
figures ci-apres, 

Les exemples ont ete realises sur des souris OFI dont le poids 
moyen etait compris entre 18 et 20 g, 

5 Les resultats exprimes sont une moyenne des resultats obtenus sur 

10 souris. 

Les compositions therapeutiques comprenalent. a titre d'antigene, 
de la serum albumine bovine (BSA)» Grade V, Sigma 

Les compositions therapeutiques ont ete injectees par vole sous- 

10 cutanee. 

La reponse immunitaire humorale a ete determinee par dosage des 
IgG totales et des IgG^ , selon la methode EUSA. 

La reponse immunitaire cellulaire a ete determinee par dosage des 
lgG2a, selon la methode EUSA. 

Les titres anticorps exprimes dans les exemples. correspondent a 
la demiere dilution au-dessus du bruit de fond. 

Les abreviations suivantes sont utilisees dans les exemples : 

- Glu = gluconate 

- Fruhp = fructoheptonate 
20 - Gly = glycerophosphate 

-Gluhp = glucoheptonate 

- AI(0H)3 = hydroxyde d'aluminium 

- Asp = acide aspartique 

Ainsi. a titre d'exemple, GluMn est le gluconate de manganese. 
25 Exemple 1 

On prepare des compositions therapeutiques (ou doses) de 100 /il 
chacune, comprenant 50 /ig de BSA. 

Ces compositions therapeutiques ont ete injectees chez les souris 
a JO (soit le jour de I'injection). 
30 On a determine le taux d'anticorps anti-BSA ^ 14 et 28 jours apres 

I'injection (reponse primaire). 

A J28, on a injecte une meme composition therapeutique aux 
memes souris. 

On a determine le taux d'anticorps anti-BSA a J42 et J56. 
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Les resultats obtenus figurent dans le tableau II ci- 
dessous.Tableau II : 



Compo- 




uoses 


Anticorps 


Anticorps 


Anticorps 


Anticorps 


sitions 




u auju vol 11 


CUIU-DOA/ 


anu-BSA/ 


anti-BSA/ 


anti-BSA/ 


vacci- 


Adjuvant 


(60 


1 ofJUl ISO 


rdponse 


rSponse 


rdponse 


nalas 




mg/dose) 


^1 II 1 iciii a 


pnmair6 


primaire (J42) 


secondaire 








(J14) 

W IT/ 






(J56) 


1 






< 500 


< 500 


< ouu 


< 500 


2 


GluMn 


1 


64000 


32000 




^obCKX) 


3 


GluCa 


3 


16000 


8000 


128000 


96000 


4 


FruhpCa 


1 


4000 


2000 


64000 


48000 


5 


GlyCa 


2 


4000 


2000 


64000 


64000 


6 


GluZn 


0.5 


16000 


6000 


96000 


96000 


7 


GluhpZn 


1 


8000 


6000 


64000 


64000 


8 


AspMg 


1 


<500 


<500 


<500 


<500 


9 


Asp Mg/K 


1 


<500 


<500 


<500 


<500 


10 


Asp Ca 


1 


4000 


4000 


48000 


48000 


It 


Asp Mn 


1 


32000 


32000 


128000 


128000 




Temoin 




<500 


<500 


<500 


<500 



5 La composition temoin conespond aux souris qui n'ont pas ete 

vaccinees. 

Les resultats obtenus montrent que I'addition des adjuvants selon 
I'invention dans une composition therapeutique induit une activite immuno- 
stimulante significative par rapport au temoin non vaccine et aux compositions 
1 0 therapeutiques ne comprenant pas d'adjuvant. 

Ces resultats montrent egalement la nette superiorite des sels 
divalents du zinc, du manganese et du calcium vis-a-vis de I'aspartate de 
magnesium qui n'induit pas une activite immuno-stimulante significative par 
rapport au temoin non vaccine ou aux compositions ne comprenant pas 
15 d'adjuvant. 
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On peut aussi noter que le GluMn. bien qu'utilise a une 
concentration faible. pennet I'obtention d'un taux d'anticorps particulierement 
deve. 
Exemple 2 

On a compare I'effet immunostimulant d'un set soluble dans I'eau 
selon I'invention, GluMn, avec celui d'un sel insoluble, AI(0H)3. 

Les compositions therapeutiques (dose/souris) d'un volume de 100 
fi\ mises en oeuvre comprenalent 50 /ig d'antigfene et 1 mg d'AI(0H)3. 

On a egalement injecte des doses ne comprenant pas d'adjuvanL 

Un lot de souris n'a pas ete vaccine (temoin). 

Les resultats obtenus figurent dans le tableau III cl-dessous. 



Tableau III : 









IgGi 


IgGi 




lgG2a 


lgG2a 


lgG2a 




IgGi 


IgGi 


reponse 


reponse 


lgG2a 


reponse 


r6ponse 


reponse 




r^ponse 


reponse 


secon- 


secon- 


reponse 


primaire 


secon- 


secon- 


Adjuvant 


primaire 


primaire 


daire 


daire 


primaire 




daire 


daire 




J14 


J28 


J42 


J56 


J14 


J28 


J42 


J56 




<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 


GluMn 


32000 


64000 


256000 


256000 


4000 


8000 


24000 


64000 


AI(0H)3 


16000 


64000 


128000 


256000 


1000 


6000 


8000 


32000 


Temoin 


<500 


<500 


<500 


<500 


<500 1 


<500 


<500 


<500 



Les IgGi sont representatifs de la reponse humorale. 



Les lgG2 sont representatifs de la reponse cellulaire. 

Les reponses humorales et cellulaires obtenues avec un adjuvant 
selon {"invention sont superieures a celles obtenues avec un adjuvant 
conventionnel tel AI(0H)3. 
Exemple 3 

Afin de mettre en evidence I'effet de synergie entre un adjuvant du 
type sel soluble dans I'eau avec un adjuvant huileux (le Montanide ISA 25 
defini dans le tableau I), on a compare I'effet de diverses compositions 
therapeutiques. Chacune d'eiles comprenait 50 (ig d'antigene et avalt un 
volume de 100 /il (dose/souris). 

Les resultats obtenus figurent dans le tableau IV ci-dessous : 
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Tableau IV : 



Sel soluble 
dans reau 


Quantity de sel 
(mg/dose) 


Montanide 
ISA25 
(en mg/dose) 


Immunild 
humorale (J14) 


Immunity 
cellulaire (J 14) 






25 


24000 


3000 


GluMn 


1 




64000 


4000 


GluMn 


1 


25 


96000 


8000 


GluMn 


0.5 




16000 


<2000 


GluMn 


0,5 


25 


96000 


6000 


L'association d'un adjuvant huileux a un sel soluble 


selon rinvention 



10 



15 



, _ , V^^^, ,U pCI, ,Q dlllipit? 

addition des titres anticorps obtenu avec chacun de ces adjuvants mis en 
oeuvre Individueilement. Une synergie est bien demontree. Cette synergie est 
encore plus fortement marquee pour une quantite faible (0.5 mg/dose) de 
GluMn. 
Exemple 4 

Pour demontrer I'importance du caractere organique de I'anion. on a 
compare I'effet immunostimulant de differents sels de calcium. 

Chaque composition therapeutique, d'un volume de 100 ^/l contenait 
50 tig d'antigene et. a {'exception du temoin.0,5 mg d'un sel de calcium, de 
sorte que la concentration en calcium de chaque composition soit de 2,7 mg. 

Le dosage des anticorps a ete effectue 42 jours apres la 
vaccination. 

L'injection de la composition therapeutique a ete repetee a J28. Le 
dosage des anticorps a ete effectue a J42. 

Les resultats obtenus figurent dans le tableau V : 



20 



Sels 


Reponse hunwrale 


Reponse cellulaire 


CaCOa 


32000 


4000 


CaClp 


64000 


24000 


CaHP04 


64000 


10000 


GluCa 


128000 


32000 


- 


3000 


<2000 
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II a ete constate au cours de ces tests que le CaCl2 '"duit des 
lesions tres impcrtantes. 

5 Exemple 5 

On a injecte a differents lots comprenant chacun 5 souris, une 
composition therapeutlque d'un volume de 100 /il, comprenant 50 /ig 
d'antlgene. On a evalue les reactions locales (lesions et granulomes) J8 et 
J35. 

0 Les resultats obtenus figurent dans les tableaux VI et VII, 

respectivement. 



Tableau VI UR\ • 





Souris N" 

Concentranlion 
en set 
(mg/dose 


1 


2 


3 


4 


5 


GluMn 




+ 


+ 






+ 


GtyMn 




L 


+ 


++ 


+ 




GluMnn 




++ 


+++ 


+ 




+ 


GluCa 














MnCI2+ 




+++ 


L 


L 


L 


L 


AI(0H)3 




+++ 


+++ 


++ 
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Tableau VII a^S) : 





Souris rr 


Concentrantion 
en sel 
(mg/dose 


1 


2 


3 


4 




GluMn 


1 




+ 


+ 






GlyMn 


1 




+ 


+ 


+ 


+ 


GluMnn 


1 


++ 


++ 


++ 


+++ 


+ 


GluCa 


1 












MnCI2+ 


1 


+++ 


LL 


LL 


L 


L 


AI(0H)3 


1 


++++ 


+++ 


++ 


+++ 


++++ 



n : GluMn associe a 25 mg de MONTANIDE ISA 25 



= pas de granulome 

+ = petit granulome 

= granulome moyen 

+++ = granulome important 

++++ = granulome tres important 
= pas de lesions 

L = petite lesion 

LL = lesion moyenne 

LLL = lesion importante 

LLLL = lesion tres importante 

DCD = souris mortes pendant {'experience. 

La concentration en AI(0H)3 choisie correspond a la concentration 
a laquelle ce sel a permis I'obtention d'une reponse immunitaire la plus 
importante. Cette concentration en AI(0H)3 est celle mise en oeuvre dans les 
exemples ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition therapeutique comprenant (i) au moins un antigene 
ou au moins un generateur In vivo d'un compose comprenant une sequence 
d'acides amines et (il) au moins un adjuvant, caracteris6e en ce que ledit 

5 adjuvant consiste en au moins un sel phamnaceutiquement acceptable et 
soluble dans I'eau, ledit sel etant constitue d'un anion organique et d'un cation 
m6tallique divalent choisi dans le groupe constitue par le manganese, le 
calcium et le zinc. 

2. Composition therapeutique selon la revendication 1 . caracteris6e 
10 en ce que le cation metallique divalent est le manganese . 

3. Composition therapeutique selon I'une des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que I'anion organique est derive d'un compose comprenant 
au nroins un groupe fonctionnel oxygene 

4. Composition therapeutique selon la revendication 3. caracterisee 
15 en ce que le groupe fonctionnel est un groupe carboxylique ou un groupe 

phosphorique. 

5. Composition therapeutique selon la revendication 4. caracterisee 
en ce que I'anion organique est derive d'un compose choisi dans le groupe 
constitue par les acides amines, les oses acides comprenant de 5 a 7 atomes 

20 de carbone, et Tacide glycerophosphorique. 

6. Composition therapeutique selon la revendication 5. caracterisee 
en ce que I'acide amine est I'acide aspartique. 

7. Composition therapeutique selon la revendication 6. caracterisee 
en ce que I'ose acide est choisi dans le groupe constitue par I'acide 

25 gluconique. I'acide fructoheptonique et I'acide glucoheptonique. 

8. Composition therapeutique selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que le sel phannaceutiquement acceptable est le gluconate 
de manganese. 

9. Composition therapeutique selon I'une des revendications 1 a 8, 
30 caracterisee en ce qu'elle se presente sous la forme d'une emulsion 

comprenant au moins une phase aqueuse et au moins une phase huile. la 
phase huile etant constituee par un adjuvant. 

10. Composition therapeutique selon la revendication 9, 
caracterisee en ce que I'emulsion est du type E/H/E. H/E ou microemulsion. 
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1 1 . Composition therapeutique selon I'une des revendications 9 et 
10, caracterisee en ce que ('adjuvant huileux est associe a un agent 
tensioactif. de preference un agent tensioactif consistant en (i) un ester obtenu 
par condensation d'un acide gras avec un sucre, un poiyethyleneglycol, la 
sorbitol du glycerol, ou un derive d'un tel ester dont I'hydrophilie a ete modifiee 
et (ii) une huile vegetale ethoxylee, 

12. Composition therapeutique selon Tune des revendications 9 et 
10, caracterisee en ce que I'adjuvant huileux est une huile auto- 
emulsionnable. 

13. Composition therapeutique selon la revendication 12, 
caracterisee en ce que I'adjuvant huileux est un ester d'acides gras ethoxyles 
repondant a I'une des formules suivantes : 



15 



20 



25 



(II) R— C— [o— CHj-a^OR^ 



o 



(III) 



(IV) 



R3— C-{o — CHj- ORp — ^H^- CH^— o]- C— 

I m 



R— C"jo— CH2-CI^0-Rf-CH-R,-0-[c^^ 



0-[CH,-CH,-§-C-R3 
P 



O 



dans lesquelles : 

-R-|, R3, R5, Rg, Rg et Rio representent une chaine 
hydrocarbonee. lineaire ou ramifiee. saturee ou insaturee ayant de 5 a 
30 30 atomes de carbone ; 

- R2. ^4' 6t Rg representent une chaine hydrocarbonee, 
lineaire ou ramifiee. saturee ou insaturee ayant de 1 a 5 atomes de carbone; 

le nombre total de molecules d'oxyde Methylene respectivement 
represente dans les fonnules II. Ill et IV precitees par k. l+m, n+p+q, etant un 
35 nombre entier tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
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10 



15 



composes soit comprise entre environ 4 et environ 10. de preference entre 
environ 5 et environ 9. 

14. Composition therapeutique selon I'une des revendications 1 A 8 
caractensee en ce qu'elle comprend en outre un agent tensioactif. ladite 
composition se presentant sous la fomne d'une solution micellaire. 

15. Composition therapeutique selon la revendication 14 
caracterisee en ce que I'agent tensioactif est (1) un ester obtenu pa^ 
condensation d'un acide gras avec un sucre ou du glycerol, ou un derive tfun 
tel ester dont I'hydfophilie a ete modlfiee ou (ii) une huile vegetale 6thoxyIee 

16. Utilisation d-un sel phamiaceutiquement acceptable et soluble 
dans I'eau tel que defini dans Tune des revendications 1 a 8 pour la 
preparation d'une composition therapeutique destinee a la prevention ou au 
traitement des maladies infectieuses. 

17. Utilisation selon la revendication 16. caracterisee en ce que le 
sel est associe a un compose choisi dans le groupe constitue par un adjuvant 
hu.leux. un tensioactif et un adjuvant huileux associe a un agent tensio-actif. 

18. Utilisation d un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble 
dans reau tel que defini dans I'une des revendications 1 a 8 pour la 
preparation d'une compositon therapeutique destinee a soigner une maladie 

20 fonctionnelle. 

19. Utilisation selon la revendication 18. caracterisee en ce que 
ledit sel est associe a un compose choisi dans le groupe constitue par un 
adjuvant huileux. un agent tensioactif et un adjuvant huileux associe a un 
agent tensioactif. 

20. Composition adjuvante comprenant un sel pharmaceutiquement 
acceptable et soluble dans I'eau tel que defini dans I'une des revendications 1 
a 8. et au moins un compose choisi dans le groupe constitue par. un adjuvant 
huileux. untensioactif et un adjuvant huileux associe a un tensioactif. 

21. Composition selon la revendication 20. caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre au moins une phase aqueuse. 

22. Composition selon la revendication 21. caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous la forme d une emulsion. 

23. Composition selon la revendication 22. caracterisee en ce 
qu'elle se presente sous la fonne d'une solution micellaire. 



25 



30 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter ntiMl Applic«ttoa No 

PCl/FR 96/00609 



A CLASSIFICATION OFSUBiECT MATTER 

IPC 6 A61K39/39 



Acconunt to Inienulional P.tent Q«s.ncat»oa flPQ or to both nanonal da«n«oon and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 
Minimum documcnuaon 



'e^,*^ odKT tt^ m.H,„«^ doa.„.a.u»«. u. ^ uut docunKm. ^ .ndudcd .n Uk field. 



B«»on«d.,b«»n«..cddunn,^«..n».«»i««^,,^o,d.u b^«Ktwh«p»^^ 



I C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVA NT 

Q««i« of <tocun««, Mdi Brtcttoo. wtKw .pprepnwe. of the Klev»u p«.jef 



Ctlefory 

I X 



FR,A,2 674 755 (THOREL J.) 9 October 1992 
see the whole document 

672 495 (VACSYN FRANCE) 14 August 
see the whole document 

EP.A.8 224 269 (TOHO YAKKUHIN KOGYO 
KABUSSHIKI KAISHA) 3 June 1987 
see the whole document 



-/- 



Rdevinl to diim No. 
1 

1-23 
1-23 



S Further documenUjirUuedinftccontmuttion of box C fJl p..*-. r . . . 

y vn* V. WM |X I raxoA C«mly moiUMn arc luted m mxukx. 



' SpeamI CAicgoncs of ated doctnnems : 



"A* document dcfinuf the fcnervl sute of the an which is not 
considered to be of particular relevance 

*E' "riterdocuromibwpublithedonorafterthemtemaaonal 
luuf date 

"L' document which may throw doubts on pnonty datntfs) or 
which » atcd to esuMuh the publication date of another 
ataoon or other special reason (as speafied) 

'O* document rcfemrtj lo an oral disdosurc. use, exhibition or 
other means 

•P- document pubhshed pnor to the intemaoonal filme date but 
later than the pnonty date daimed 



later document published aRer the uiemauonai filint date 
or pnonty date and not ui amfltct with the applicaoon but 
ated to understand the pnnaple or theory undcriyinf the 
mvenbon ' * 

'X* documou of particular rdevanoe; the daimed inmiaon 
cannot be considered novel or cannot be consdcred lo 
mvolve an invenbvc step when the document ts taken alone 

'Y' docwnent of particular rdevancc; the daimed invenoon 
cannot be considered to involve an mventive step when the 
docuroem u combined with one or more other such docu- 
ments, such oomfainaaon beint obvious to a pcnon skilled 
ui the art 

*&' document member of the same patent family 



1 I Date of the actual completion of the international scareh 

9 August 1995 



Date of mailing of the inlemauonal search report 

U.0 8.9 6 



Name and mailinc address of the ISA 

^r^nl!!?; ^ ^ PatentJaan 2 

NL - 2280 HV Rj|jwi;k 

Td. ( ^ 31-70) 140-2040. Tx. 31 651 epo nl. 

Fax: (-^ 31-70) 340-3016 ^ 



Authonzcd officer 



Horeau, J 



Fom f*CT/tSA-210 (i 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inif looal Apptiunon No 

PCr/FR 96/00609 



C^Coiitinu*tion» DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Cilegory 



Oution ot documenu wiih tndict&on. where appnopnuc. of the relevant puugcs 



Rctevaot to claim No. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 1G5, no. 23, 
8 December 1986 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 202906, 

BELOKRYLOV. G. A.: "The inmunostimulating 
property of aspartic acid" 
XP0020 10599 
see abstract 

& BYULL. EKSP. BIOL. MED. (1986), 102{8), 
213-15. 



1,4-6 



1 



Form PCT'1SA/'310 (eDnunuatten of itoma tMet) <Juty ItfJ) 



page 2 of 



2 



'9 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

.nfomvtion on p«tent family monbcn 


intr nocul Appltcuoa No 

Ptr/FR 96/G0609 


Paieni docunwm 
died in search report 


Publiciuon 
d&ie 


Patent family 
mcmber(s) 


Publication 
date 



FR-A-2674755 



G9-16-92 



NONE 



FR-A-2672495 


14-08-92 


NONE 






EP-A-224269 


G3-06-87 


JP-A- 


63030495 


09-02-88 






JP-A- 


63044588 


25-02-88 






JP-A- 


62129292 


11-06-87 






US-A- 


4745742 


24-05-88 



Form PCT.ISA.IIO <paumt (wnily uims) (July Iff 2) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oct k iMcinUoiialc No 

PCr/FR 96/OG609 



Scion U damficatton intcmanotiii< d« hrcvcti (CIB) ou i U (oit idon U dasarication luooiuic ct U CIB 



B. POMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Dbcumcnuoon nummale cotwuitte (sysunw de cUsafication luivi dcs symboles dc daisement) 
CIB 6 A61K 



Documenution eonsultee aunt que U documenution nuninule dans la mourr ou ces docummU relewit dcs domamei sur IcsqueU a pofte la redierdie 



dc donnces dectroruquc consultte au ooun dc la rtdtcrdie tntema&onalc (nom de U base de donnco, ct s cda est reabsable. tcnna dc rvdicrdic 



C DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTTS 



Caiegone 



IdenoficaDon dcs documents atex, avec, le cas icheant. I'indication des paiuces peranenu 



no. dcs revcndicaoons visecx 



FR.A.2 674 755 (THOREL J.) 9 Octobre 1992 
voir le document en entier 

FR.A.Z 672 495 (VACSYN FRANCE) 14 Aout 
1992 

voir le document en entier 

EP.A.O 224 260 (TOHO YAKKUHIN KOGYO 
KABUSSHIKI KAISHA) 3 Juin 1987 
voir le document en entier 

-/- 



1 

1-23 
1-23 



I X| ^ ^ de la Usie dcs documents 



Lex documents de famiUcs de brevets sont indtques cn annexe 



CatCfoncs spcaalcx dc documents atcs: 



document dcruussant I'tut {cncrsi dc la tcdunquc, turn 
connd^ comme pamculicrement peninent 

document Mnteneur. mau putaiti i U date dc depdt intcrnabonal 
ou apres ccne date 

doosnent pouvant )ctcr un doutc sur unc rcvcndication dc 
pnonie ou cite pour detennmer la date dc puWicabon d une 
autre aution ou pour unc raison spcaale (telle qu'tndiqu^c) 
document se rcferant a unc dividgation oralc, a un usa^c, A 
une expos ban ou torn autres moyens 
P' document pufali« avant la date de d^Ot intemabonal, mais 
pooencurcment a la date dc pnontc rcvendiquec 



T" document tdttneur publU apres la dale de dcpdt intenuDonai ou la 
date de pnontc ct n'appanenenant pas a I'tui dc la 
technique pertinent, nuui alt pour comprcndre Ic pnnape 
ou la Oiconc consttuant la base dc 1 invenoon 

*X' document parliculi6rmcnt pcrtuicnt; I'uivcntton rcvcndiquee nc pcut 
etrc conadtrte comme nouvdle ou comme impliquant une acbvitc 
inventive par rapport au document consdert isolemenl 

*Y' document parbculidrment peroncnt; I'uivenbon revcndiqucc 
nepcut etre conad^rec comme unpiiquant unc activity invenbve 
loraquc Ic document est assoac a un ou plusieun auires 
documents de mime nature, cette comhinaison *tani cvidenu 
pour tme personne du meber 



9 Aout 1995 


Date d expedition du present rapport dc recherche intemationilc 

H. Oa 96 


Nom ei adreise postalc dc radmimstrabon chariee de la recherehe iniematjonale 
OfTice EuFopecn des Brevets, P.B. S81S Patenttaan 2 
NL . 2280 HV Rtjswilt 
Td. ( - 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo nl. 
Far ( 31-70) 340-3016 


Fonctionnairc autonsc 

Moreau, J 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcr 1c Intcnuooculc No 

PCr/FR 96/G0609 



CXnutc) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 




Idenaficacion dcs documents aux, av«c, Ic cu echcant, rindicaoon dcs puu(cs pertinents 


no. dcs rcvcndicAtiatu visccs 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 105, no. 23, 
8 Decentre 1986 
Coluntus, Ohio. US; 
abstract no. 202906, 

BELOKRYLOV, G. A.: "The iimino stimulating 
property of aspartic acid" 
XPOQ201O599 
voir abrege 

& BYULL. EKSP. BIOL. MED. (1986). 102(8), 
213-15, 



1.4-5 



1 



Formul«« PCTlSA'aifl (wiu <e U «niKi 



fcwdlc) (juillcl 1992) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Keruetcnancnts rcUtirs a. ombres de fanuKes de brevets 



Der 1e Intenuaoculc No 

PCI/FR 96/O06G9 



Document brevet ate 
au rmpporl de recherche 



DaU de 
publication 



Membre(s) de U 
famiiie de brevet(s) 



Date de 

pubiicaiion 



FR-A-2674755 
FR-A-2672495 



09-10-92 
14-08-92 



AUCUN 
AUCUN 



EP-A-224260 


03-06-87 


JP-A- 


63030495 


09-02-88 






JP-A- 


63044588 


25-02-88 






JP-A- 


62129292 


11-06-87 






US-A- 


4745742 


24-05-88 



Fonnultifv PCT ISAJIO (utntxe fsmilla At brcvcu) {tittHIti 1993) 



